中 国生 物 工程 杂志 China Biotechnology, 2017, 37(6) 


人 组 氨 酸 磷酸 酶 蛋白 PHPTI1 的 细胞 定位 及 其 对 细胞 层 状 伪 足 形成 的 
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摘要 : 目的 : 获取 人 组 氨 酸 磷酸 酶 蛋白 PHPT1 基因 ， 并 构建 其 C 端 GFP 融合 的 真 核 表达 载 


体 , 通过 瞬时 转 染 观察 融合 和 蛋白 在 细胞 内 的 表达 和 定位 ,并 研究 其 定位 与 儿 


的 关系 。 方 法 
克隆 到 pEGFP-N2 载体 中 ， 构 建 pEGFP-N2-PHPTI 真 核 表 达 载 体 ， 利 月 


E: UAS IE 


胞 株 HeLa cDAN 为 模板 ，PCR 扩 增 PHPTI 


胞 层 状 伪 足 形成 


的 全 长 编码 基因 ， 


昌 脂 质 体 将 构建 的 载 


体 转 染 到 HeLa 细胞 中 , 用 激光 共聚 焦 扫 描 显 微 镜 观 察 C 端 GFP 连接 的 PHPTI 的 细胞 定位 ， 


并 进一步 探讨 其 定位 与 


达 载 体 pPEGFP-N2-PHPT1， 并 在 HeLa 4 


胞 层 状 伪 足 形成 的 关系 。 结 果 : 成 功 构 建 了 PHPTI1 的 GFP 融合 表 
田 胞 中 检测 到 了 融合 蛋白 的 表达 ， 发 现 其 定位 与 细胞 


层 状 伪 足 的 形成 密切 相关 , 并 可 直接 影响 细胞 的 运动 能 力 。 结 论 :GFP 融 合 形式 表达 的 PHPTI 


和 蛋白 在 细胞 质 和 绢 


形成 ， 从 而 影响 细胞 运动 。 


关键 词 PHPTI; GFP 融合 表达 ; 定位 分 析 ; 层 状 伪 足 
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胞 核 中 均 有 表达 , 并 且 定 位 于 细胞 层 状 伪 足 的 前 沿 , 影响 细胞 层 状 伪 足 的 
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人 组 所 酸 磷 酸 酶 蛋白 PHPT1 (也 称 为 PHP14〉 是 在 次 椎 动物 中 发 现 的 第 一 个 蛋白 组 氨 
酸 磷 酸 酶 [1,2]。 目 前 ， 对 它 的 生物 学 功能 还 知之 甚 少 。 除 发 现 其 具有 组 氨 酸 磷酸 酶 功能 外 ， 


ur 


其 可 能 还 具有 信号 传导 的 功能 ， 


并 在 肿瘤 中 发 挥 作用 [3-5]。 


PHPTI 能 与 多 种 胞 内 分 子 相 互 作 用 ,如 ATP 循环 裂解 酶 和 G 蛋白 的 8B 亚 基 ,以 及 HSP90 


a [6-8], Afi A PER BEA) ESI 
能 得 出 一 些 PHPT1 的 部 分 亚 细 胞 定位 信息 ， 


我 们 前 期 的 研究 已 经 采 


行 了 描述 [9]， 


为 了 进一步 了 解 PHPT1 fEZ 


参考 信息 ， 本 研究 通过 分 子 生物 学 的 


H H 


生化 功能 。 从 这 些 与 其 相互 作用 的 分 子 定位 信息 中 ,我们 虽然 


日 其 具体 的 亚 细 胞 定位 目前 还 未 见报 道 。 
免疫 组 化 的 方法 ， 对 PHPTI 在 肺癌 肿瘤 组 织 中 的 分 布 情况 进 


但 由 于 免疫 组 化 方法 分 辨 率 不 高 , 并 不 能 细致 观察 PHPT 的 准确 亚 细 胞 定位 。 


胞 中 的 定位 情况 ， 从 而 为 更 全 面 的 阐明 其 在 旨 


胞 中 的 功能 提供 


人 子宫 颈 癌 旨 


F 段 ,构建 了 PHPTI1 的 C 9m GFP 真 核 表 达 载 体 ， 转 染 


胞 HeLa, 并 采 


j 激 光 共 聚焦 显微镜 观察 , 明确 了 PHPTI1 的 亚 细 胞 定位 。 此 外 ， 
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本 研究 还 进一步 深入 探讨 了 PHPT1 的 细胞 定位 与 细胞 层 状 伪 足 形成 以 及 细胞 运动 的 关系 。 
1. 材料 和 方法 
1.1 试剂 和 材料 

大 肠 杆菌 DH5 a 和 人 子宫 颈 癌 细胞 HeLa 由 本 实验 室 保 存 ; pEGFP-N2 质粒 购 自 


Pharmarcia 公司 ;LipofectamineTM 2000 购 自 美国 INVITROGEN 公司 ; Pyrobest TM DNA 聚 


合 酶 、DNA 聚合 酶 、DNA 限制 性 内 切 酶 、T4 DNA. 连接 酶 和 DL2000 分 子 量 Marker 购 


TaKaRa 公司 ; 质粒 提取 试剂 盒 、DNA 凝 胶 回收 试剂 合 购 自 Omega 公司 ; CK-666. ARF 


FARHA Sigma 公司 ; 其 它 常规 试剂 均 为 进口 或 国产 分 析 纯 级 。 


1.2 方法 


1.2.1 PHPTI 全 长 编码 基因 的 PCR 扩 增 


根据 Genbank 数据 库 中 PHPTI 蛋白 的 mRNA 序列 ， 在 其 编码 序列 的 两 端 分 别 设计 用 
于 构建 PEGFP-N2-PHPT1 真 核 表达 载体 的 特异 性 引物 ， 其 序列 如 下 ( 划 线 部 分 为 所 加 酶 切 


位 点 ) : 


pEGFP-N2-PHPTI : 


正义 引物 : 5°- TTACTCGAGATGGCGGTGGCGGACCT-3' 
XhoI 
反 义 引物 : 5°- ATCGGTACCGGTAGCCGTCGTTAGC-3 
Kpn I 
引物 序列 由 上 海 英 俊生 物 技 术 有 限 公 司 合 成 ,以 子宫 颈 癌 细胞 HeLa cDNA 为 模板 ,PCR 
扩 增 PHPTI 的 基因 编码 序列 ， 反 应 条 件 如 下 : 94'C 预 变性 Smin; 94°C 30s, 58'C3B A 30 s, 
72 CZE 30s, JEI 30 次 ; 在 72C 再 延伸 7min。 扩 增产 物 在 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 分 离 目的 
基因 ， 用 B 型 小 量 DNA 片段 快速 凝 胶 回 收 试剂 盒 进行 回收 。 
1.2.2 pEGFP-N2-PHPT1 真 核 表 达 载 体 的 构建 
分 别 将 回收 所 得 的 PCR 产物 与 pEGEP-N2 载体 用 Xho Efl Kpn I 内 切 酶 在 37^. C W 
5hr。 酶 切 完毕 经 电泳 分 离 后 进行 回收 。 调 整 酶 切 完 全 并 纯化 回收 的 片段 与 载体 的 浓度 ， 用 
T4 连接 酶 在 16C 连 接 过 夜 〈12hr-16hr) 。 将 连接 产物 转化 大 肠 杆菌 DH5 a. WRAAE 
霉 素 阳性 克隆 ， 一 部 分 进行 菌落 PCR， 男 一 部 分 提取 质粒 ， 并 使 用 双 酶 切 进行 鉴定 分 析 。 
选取 含 目 标 片段 的 单 克隆 菌落 递交 上 海 英俊 生物 技术 公司 进行 测序 鉴定 。 
1.2.3 细胞 培养 、 转 染 和 激光 共聚 焦 扫 描 显 微 镜 观 察 
在 六 孔 板 中 每 孔 接种 2X105 个 /mL 的 人 子宫 颈 癌 细胞 HeLa 细胞 ， 并 在 37'C 599 —5& 


| 
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化 碳 培 养 箱 中 培养 18 一 24 h, 使 细胞 达到 对 数 生长 期 , 达到 70% 一 80% 的 细胞 密度 。 将 6 4L 


板 内 的 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 更 换 为 无 血清 DMEM 培养 基 ， 并 分 别 用 4ng 已 


测序 验证 的 pEGFP-N2-PHPTI 真 核 表 达 载 体 用 LipofectamineTM 2000 真 核 转 染 试 剂 转 染 ， 


然后 继续 培养 4 一 6 h。 在 将 细胞 培养 液 换 成 新 的 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培养 基 后 ， 放 入 


Mv 


二 氧化 碳 培养 箱 中 培养 24h。 随 后 用 pH7.4 的 PBS 洗涤 细胞 ,3.7% 多 聚 甲醛 固定 20min, 0.2 96 


的 Triton X- 100 3813 5 min， 用 DAPI 于 室温 下 避 光 标记 8min 后 封 片 ， 用 激光 共聚 焦 扫 描 
显微镜 观察 。 
1.2.4 活 细胞 成 像 

用 pEGFP-N2-PHPT1 真 核 表 达 载 体 转 染 HeLa 细胞 24 个 小 时 后 ， 将 细胞 接种 到 显微镜 
培养 焉 中。 然后 将 细胞 过 夜 培 养 。 加 入 CK-666 后 每 1 分 钟 获取 一 次 图 像 。 


1.2.5 划 痕 修复 实验 


La 细胞 种 6 孔 板 (1x 106cell/well) ，37 C, 5% CO: $528 24 h 至 细胞 达 100% 汇 合 度 ; 
用 黄色 检 头 划 痕 ,无 血清 培养 基 冲 洗 两 遍 去 除 漂 起 的 细胞 ， 并 换 上 新 鲜 的 含 血 清 培养 基 ， E 
照 记 为 0h; 继续 培养 ， 并 在 不 同时 间 点 拍照 。 

2 结果 


2.1 PHPTI 全 长 编码 基因 的 PCR 扩 增 


以 HeLa 细胞 的 cDNA 为 模板 ， 用 pEGFP-N2 的 PHPTI 扩 增 引物 ，PCR 扩 增 分 别 用 于 


pEGFP-N2-PHPTI 真 核 表 达 载 体 构 建 的 全 长 PHPT1， 分 别 成 功 获得 了 分 子 量 大 小 为 378bp 
的 目的 片段 〈 图 1) 。 
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图 1. PHPTI 全 长 编码 基因 的 PCR 3738. Fig 1. The full length of PHPTI by PCR amplification. M: DNA ladder 2000; 1 和 2: PCR 


product of PHPTI for pEGFP-N2. 
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2.2 pEGFP-N2-PHPT1 真 核 表达 载体 的 构建 和 双 酶 切 分 析 鉴 定 


构建 pEGFP-N2-PHPT1 真 核 表 达 载 体 ， 并 得 到 阳性 大 肠 杆菌 DH5 a 菌落 后 ， 挑 取 部 分 


菌落 ， 分 别 用 pEGFP-N2 的 PHPTI 扩 增 引物 进行 菌落 PCR， 初 步 鉴定 其 


+ 


是 否 含有 成 功 构 
建 的 pEGFP-N2-PHPTI1 真 核 表 达 载 体 。 结 果 如 图 2， 在 阳性 大 肠 杆菌 DHS a 菌落 中 ， 成 功 


扩 增 出 PHPT1 片段 。 
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2. pEGFP-N2-PHPTI 真 核 表 达 载 体 的 菌落 PCR. 鉴定 和 酶 切 鉴 定 。Fig2. Colony PCR identification and Restriction enzyme 


378bp 


identification of pEGFP-N2-PHPT1 vectors. M: DNA ladder 2000; 1. Empty vector; 2 and 3. Colony PCR identification for 


pEGFP-N2-PHPTI vector; 4 and 5. Restriction enzyme identification of pEGFP-N2-PHPTI vector. 


分 别 将 从 阳性 大 肠 杆 菌 DH5 a 菌落 中 提取 的 pEGEP-N2-PHPTI 真 核 表 达 载 体 用 Xho I 


和 Kpn I 酶 切 ， 得 到 了 378bp 的 条 带 《〈 图 2) ， 与 预期 吻合 。 将 克隆 成 功 的 融合 质粒 递交 上 


海 瑞 俊 生物 科技 有 限 公司 进行 序列 测定 ,测序 结果 与 人 PHPTI1 的 ORF 序列 完全 一 致 〈 结 果 
未 列 出 ) 。 


2.3 PHPTI1 的 细胞 内 定位 


将 pEGFP-N2-PHPT1 真 核 表 达 载 体 用 LipofectamineTM 2000 真 核 转 染 试 剂 转 染 HeLa 


M 


胞 ， 并 观察 C 端 融 合 GFP 的 PHPTI1 蛋白 在 细胞 中 的 表达 情况 (图 3) 。 


i 
m 


5 中 国生 物 工程 杂志 China Biotechnology, 2017. 37(6) 


i 


IA. 
让 让 六 


图 3.C 端 融合 GFP If] PHPTI 在 HeLa 细 胞 中 的 定位 ,Fig3. The location of GFP-N-PHP and GFP-C-PHPT1 fusion protein in HeLa 


cells. Green: PHP14, Red: F-actin, Blue: DAPI. Scale bar 20 um ( up panel) and 40 um ( low panel). 


从 图 中 可 以 看 出 ,融合 GFP 的 PHPTI 蛋白 显示 出 细胞 核 和 细胞 质 内 的 定位 表达 。 更 特 
异地 ， 其 还 定位 于 细胞 的 层 状 伪 足 的 前 沿 《 图 3 中 箭头 所 指 ) 
2.4 定位 于 层 状 伪 足 的 PHPT1 与 细胞 层 状 伪 足 形成 密切 相关 

为 了 进一步 研究 PHPTI 与 细胞 层 状 伪 足 形成 的 关系 ， 我 们 使 用 抑制 细胞 层 状 伪 足 生成 
的 抑制 剂 CK-666 处 理 细胞 ， 并 采用 激光 共聚 焦 显 微 镜 实 时 观察 了 PHPTI 的 定位 改变 。 结 
果 如 图 4 中 所 示 , 在 没有 使 用 抑制 剂 CK-666 的 时 候 , PHPTI 可 正常 定位 于 细胞 层 状 伪 足 的 
前 沿 ， 但 随 着 CK-666 的 加 入 ，PHPTI 在 细胞 层 状 伪 足 前 沿 的 定位 受到 了 扣 秆 
光 强 度 逐 渐 消 失 ， 到 20 分 钟 时 ， 基 本 消失 不 见 。 表 明 随 着 细胞 层 状 伪 足 受到 抑制 ，PHPT1 
在 细胞 层 状 伪 足 的 定位 受到 了 极 大 的 影响 , 推测 PHPTI 可 能 与 细胞 层 状 伪 足 形成 密切 相关 。 


i— 


HE GFP X 
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图 4. PHPTI 与 细胞 层 状 伪 足 形成 密切 相关 。Fig4. The relationship of PHPTI and lamellipodia. Green: PHPTI. Up panel, Select time 
points shown the localization of PHP14 gradually disappeared at the leading edge after CK-666 treatment; Low panel, the fluorescence 


intensity analysis. Arrow, the fluorescence intensity analysis of PHPTI in lamellipodia. Scale bar 40 um. 
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2.5 过 表达 PHP14 可 促进 HeLa 细胞 的 体外 运动 能 

基于 以 上 实验 ， 我 们 已 初步 确认 PHP14 通过 影响 细胞 层 状 伪 足 形成 ， 与 细胞 运动 存在 
这 密切 的 关系 。 接 下 来 ， 我 们 进一步 通过 划 痕 修复 实验 ， 检 测 了 过 表达 PHP14 的 HeLa 细 
胞 体外 运动 能 力 的 改变 情况 。 如 图 5 所 示 ， 在 HeLa 细胞 中 过 表达 PHP14 后 ， 虽 然 在 第 4 
小 时 并 没有 明显 促进 HeLa 细胞 的 运动 能 力 ， 在 从 第 8 小 时 开始 ， 过 表达 PHP14 的 HeLa 细 
胞 的 运动 能 力 明 显 增强 ， 在 第 24 小 时 时 ， 过 表达 PHP14 的 HeLa 细胞 几乎 完全 履 盖 了 整个 
划 痕 区 域 ， 而 未 过 表达 PHP14 的 HeLa 细胞 仍 存在 明显 的 划 痕 区 域 。 这 更 清楚 直接 的 说 明 
了 PHP14 对 细胞 运动 的 调节 作用 , 而 这 一 作用 可 能 是 通过 影响 细胞 层 状 伪 足 形成 而 实现 的 。 


Oh 4h 8h 24h 
"uc ^" g 
c E ' 


5. 过 表达 PHPIA 可 促进 HeLa 细胞 的 体外 运动 能 力 。Fig5. PHP14 over-expression promoted the cell motility of HeLa cells. A 


wound healing assay was also performed to compare 
cell motility between HeLa-GFP and HeLa-GFP-PHP14 cells. Closure of the wound was almost complete in HeLa-GFP-PHP I4cells 


within 24 h of incubation, but the wound still existed in HeLa-GFP cells. 


3. 讨论 

组 氮 酸 磷酸 酶 蛋白 PHPTI 是 真 核 细胞 中 发 现 的 第 一 个 具有 组 氨 酸 磷酸 酶 功能 的 蛋白 
[12]。 随 着 研究 的 深入 , 对 其 生理 生化 功能 已 有 部 分 了 解 。 但 对 于 其 在 细胞 中 的 亚 细 胞 定位 ， 
目前 还 未 见报 道 。 
通过 PHPTI 的 相互 作用 蛋白 ATP 循环 裂解 酶 和 G SR ELIT P. 亚 基 , 以 及 HSP90 a 的 细胞 
内 定位 情况 ， 我 们 可 以 部 分 推 晰 ，PHPTI1 可 能 在 细胞 质 和 膜 系 统 中 存在 定位 。 而 我 们 在 在 
肺癌 组 织 中 对 PHPTI 免疫 组 织 化 学 染色 发 现 ，PHPTI1 不 仅 存在 于 细胞 质 中 ， 而 且 在 细胞 核 
中 也 有 分 布 [9]。 但 由 于 免疫 组 化 方法 分 辨 率 不 高 ， 未 能 对 PHPTI 在 胞 内 的 亚 细 胞 定位 进行 
更 深入 的 研究 。 但 鉴于 PHPTI 在 细胞 中 的 重要 作用 ， 特 别 是 在 肿瘤 的 发 生 和 发 展 中 的 重要 
作用 ， 有 必要 对 其 在 细胞 内 的 亚 细 胞 定位 进行 更 精细 的 研究 。 

为 此 ， 本 研究 构建 了 PHPTI 的 GFP 融合 真 核 表达 载体 ， 以 通过 分 子 生物 学 的 手段 对 
PHPT1 的 亚 细 胞 定位 进行 了 深入 的 研究 。 通 过 分 辨 率 更 高 的 激光 共聚 焦 影像 学 分 析 发 现 ， 
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PHPTI1 不 仅 具 有 


Me 


胞 质 和 细胞 核 的 亚 细 胞 定位 ， 其 还 可 定位 于 细胞 的 层 状 伪 足 前 沿 。 我 们 
以 前 的 研究 发 现 ，PHPTI1 可 以 影响 细胞 的 运动 和 迁移 能 力 ， 但 其 具体 机 制 还 不 明确 [5]。 通 
过 本 文 的 研究 , 我 们 直观 的 观察 到 了 其 与 细胞 运动 的 密切 关系 。 因 为 细胞 层 状 伪 足 作 为 细胞 
运动 的 一 种 重要 结构 ,对 细胞 的 运动 包括 肿瘤 细胞 的 转移 等 生物 学 功能 有 着 重要 的 影响 。 因 
此 ， 我 们 推测 ，PHPTI 在 细胞 层 状 伪 足 前 治 的 定位 可 能 与 细胞 层 状 伪 足 的 形成 有 着 密切 的 
联系 。 


Mv 


接 下 来 ， 我 们 通过 活 细胞 实时 观察 ， 探 讨 了 PHT 与 细胞 层 状 伪 足 之 间 的 关系 。 通 过 
胞 层 状 伪 足 抑制 剂 CK-666 抑制 细胞 层 状 伪 足 ， 再 同时 实时 观察 PHPTI 的 定位 情况 。 令 
人 惊奇 的 ， 随 着 细胞 层 状 伪 足 受到 抑制 ，PHPT1 在 细胞 层 状 伪 足 前 沿 的 荧光 强度 逐渐 降低 ， 
在 20 分 钟 左右 ， 已 基本 消失 。 表 明 PHPTI 的 确 与 细胞 层 状 伪 足 的 形成 密切 相关 ， 而 这 也 可 
能 是 PHPTI1 调控 细胞 运动 迁移 的 可 能 机 伟 


Me 


uu cds 


i— 


通过 对 PHPTI 的 细胞 内 定位 分 析 研 究 ， 使 我 们 对 PHPTI 有 了 更 深入 的 了 解 ， 这 对 我 们 
阐明 PHPTI 在 细胞 ， 甚 至 肿瘤 中 的 功能 或 作用 机 制 提供 了 帮助 。 
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The location of GFP fused PHPTI1 and its effect on lamellipodia 
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Abstract Objective: To amplify human PHPTI gene, and construct the C-terminal GFP fused 
vectors, investigate the expression and location of the fusion proteins in cells, as well as the 
relationship with lamellipodia. Methods: The cDNA sequence of PHPT1 gene was amplified and 
subcloned into pEGFP-N2 vectors. Transfecting of those vectors into HeLa cells to investigating 
the location statue of PHPTI using Laser scanning confocal microscope, and further studied the 


relationship of PHPTI location with lamellipodia formation. Results: The pEGFP-N2-PHPTI 
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prokaryotic expression vectors was constructed successfully and the location of PHPT1 in 
lamellipodia was closely related to lamellipodia formation. Conclusion: C-terminal GFP fused 
PHPT1 were expressed in the nucleus and the cytoplasm, especially in the leading edge of 
lamellipodia, and this location was closely related to lamellipodia formation and cell motility. 


Key words PHPT1; GFP fused expression; location analysis; lamellipodia 
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